华氏巨球蛋白血症（Waldenström macroglobulinemia，WM）一种少见的惰性B淋巴细胞肿瘤，约占非霍奇金淋巴瘤（NHL）的2%[@b1]。2012年Treon等[@b2]对30例WM患者进行了全基因组测序，证实90%的WM患者存在MYD88^L265P^突变，约30%的患者存在CXCR4^WHIM^突变；而CXCR4^WHIM^突变中最为常见的是S338X点突变[@b3]。国内关于WM的研究较少，MYD88^L265P^和CXCR4^WHIM^突变在中国WM患者中的发生率尚未见报道。本文我们旨在分析我院WM患者的临床特征、MYD88^L265P^和CXCR4^WHIM^突变发生率以及与预后的相关性。

病例与方法 {#s1}
==========

1\. 病例：收集并回顾性分析2000年1月至2016年8月在我院确诊的93例初治症状性WM患者资料。所有患者均符合以下诊断标准[@b4]--[@b5]：①外周血中存在IgM型M蛋白；②骨髓中发现淋巴浆细胞浸润；③除外其他类型的NHL；④存在肿瘤侵犯或M蛋白引起的相关症状。收集患者完整的临床资料，包括：病史、查体、实验室检查、影像学检查等。

2\. 特殊合并症的诊断：参照文献[@b6]标准：①继发性冷凝集素病（CAD）：冷抗体型自身免疫性溶血性贫血；直接抗人球蛋白试验阳性；冷凝素滴度\>1∶64。②继发性淀粉样变性（AL）：活检组织刚果红染色发现苹果绿双折光/刚果红染色阳性。③继发性IgM相关性周围神经病（IgM-PN）：典型的周围神经病表现；可有抗髓磷脂相关糖蛋白抗体阳性；排除其他原因导致的周围神经病。④中枢神经系统受累：存在中枢神经系统受累的相关临床表现，组织活检或脑脊液行细胞学/免疫分型检查发现淋巴浆细胞浸润。

3\. 危险分层：采用WM国际预后评分系统（WPSS）进行危险分层[@b7]。该预后系统包括5项危险因素：年龄\>65岁，HGB≤115 g/L，PLT≤100×10^9^/L，β~2~微球蛋白\>3 mg/L，M蛋白\>70 g/L。低危组：0或1个危险因素且年龄≤65岁；中危组：2个危险因素或年龄\>65岁；高危组：2个以上危险因素。

4\. 治疗：治疗方案可分为两大类。一类由传统化疗药物所组成，包括FC（氟达拉滨、环磷酰胺）、FCD（氟达拉滨、环磷酰胺、地塞米松）、CHOP（环磷酰胺、长春新碱、阿霉素和泼尼松）、CVP（环磷酰胺、长春新碱和泼尼松）、MINE（异环磷酰胺、米托蒽醌和依托泊苷）、ChP（苯丁酸氮芥、泼尼松）等，或单用烷化剂、氟达拉滨。另一大类为新药治疗包括利妥昔单抗、硼替佐米、沙利度胺单药或联合与传统化疗药物共同组成治疗方案。

5\. MYD88^L265P^突变检测：自2015年7月至2016年9月共收集34例WM患者的骨髓标本或石蜡包埋（FFPE）病变组织。新鲜骨髓标本经CD19单抗磁珠分选。从分选后的CD19^+^细胞或FFPE组织切片中提取DNA。参照文献[@b8]方法（real-time AS PCR法）检测MYD88^L265P^突变。

6．CXCR4^WHIM^突变检测：提取上述经CD19磁珠分选后细胞的DNA，根据文献[@b9]报道的Sanger法测序。并采用AS-PCR法检测CXCR4S338X c.1013 C\>G无义突变。

7\. 随访：OS时间为确诊至患者死亡或末次随访时间（失访时间）。通过门诊、住院病历查阅及电话进行随访。随访截止日期为2016年9月30日。

8\. 统计学处理：应用SPSS 21.0软件进行统计学分析。用Kaplan-Meier方法描述生存状态分布，采用Log-rank检验进行单因素预后生存分析，用Cox回归模型进行多因素生存分析。采用Mann-Whitney *U*检验分析两组间连续变量的差异性；采用Fisher确切概率法检验两组间分类变量是否存在统计学差异；*P*≤0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1\. 一般临床特征：93例患者的临床资料见[表1](#t01){ref-type="table"}。其中男66例，女27例，男女比例为2.44∶1。中位年龄为64（33\~85）岁，其中≥70岁的患者者25例。所有患者都存在IgM型M蛋白。

###### 93例华氏巨球蛋白血症患者的临床特征

  临床特征                            数据
  ----------------------------------- -------------------
  年龄［岁，*M*（范围）］             64(33\~85)
  性别［例(%)］                       
   男                                 66(71.0)
   女                                 27(29.1)
  HGB［g/L,*M*（范围）］              90(42\~157)
  PLT［×10^9^/L，*M*（范围）］        218(30\~516)
  乳酸脱氢酶［U/L，*M*（范围）］      133(49\~490)
  β~2~微球蛋白［mg/L，*M*（范围）］   4.36(1.72\~36.60)
  M蛋白［g/L，*M*（范围）］           22(0\~70.1)
   IgMκ型［例(%)］                    73(78.5)
   IgMλ型［例(%)］                    20(21.5)
  肝脾肿大［例(%)］                   41(44.1)
  淋巴结肿大［例(%)］                 57(61.3)
  合并症［例(%)］                     
   继发冷凝集素病                     4(4.3)
   继发性淀粉样变性                   8(8.6)
   继发性IgM相关性周围神经病          8(8.6)
   中枢神经系统受累                   3(3.2)

2\. 危险分层：93例患者均进行了WPSS危险分层，其中低危组16例（17.2%），中危组44例（47.3%），高危组33例（35.5%）。

3\. 治疗：除1例患者拒绝治疗外，其余患者均接受了治疗。中位治疗线数为1（1\~6）线。治疗包括含有新药方案治疗和以传统药物为主的治疗方案。共有38例患者接受过含利妥昔单抗方案治疗，19例患者接受过含硼替佐米方案治疗，12例患者接受过含沙利度胺方案治疗。接受过至少一种新药治疗的患者有57例（61.3%）。18例患者接受过以氟达拉滨为主的治疗，37例患者接受以苯丁酸氮芥为主的治疗，17例患者接受过其他传统方案化疗。

4\. 生存与预后：截至末次随访时，本组患者的中位随诊时间为44（1\~201）个月。其中5例失访，31例死亡，中位OS时间为84个月（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![93例华氏巨球蛋白血症患者的总体生存曲线](cjh-38-06-494-g001){#figure1}

在影响OS的单因素分析中发现，8例继发AL者，死亡4例，其中位OS仅有9个月，显著低于无继发AL者的84个月，差异有统计学意义（*χ*^2^=9.12，*P*=0.002）。因此在计算WPSS危险分层对OS的影响中，去除了继发AL患者。在随访资料完整且无继发AL的80例患者中，WPSS危险分层低、中、高危组患者的中位OS时间分别为未达到、86个月和37个月，差异有统计学意义（*χ*^2^=8.49，*P*=0.010）。病程中曾接受过至少一种新药治疗的患者OS时间明显长于未曾接受过新药者（86个月对36个月，*χ*^2^=4.34，*P*=0.037）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。而Cox多因素分析结果显示，WPSS危险分层（*HR*=2.342，95% *CI* 1.111\~4.950，*P*=0.025）、继发淀粉样变性（*HR*=5.538，95% *CI* 1.958\~15.662，*P*=0.001）以及新药治疗（*HR*=3.392，95% *CI* 1.531\~7.513，*P*=0.003）是影响患者OS的独立预后因素。

![合并继发淀粉样变（A）、WPSS危险分层（B）、是否使用新药治疗（C）对华氏巨球蛋白血症患者总生存的影响](cjh-38-06-494-g002){#figure2}

5．MYD88^L265P^和CXCR4^WHIM^突变与临床表现的关系：34例WM患者进行了MYD88^L265P^和CXCR4^WHIM^突变检测，其中32例（94.1%）存在MYD88^L265P^突变，8例（23.5%）存在CXCR4^WHIM^突变（6例为S338X点C\>G突变，1例为c.976dupC突变，1例为c.1021_1022delTC突变；仅1例存在S338X点C\>G突变的患者MYD88为野生型，余7例CXCR4^WHIM^突变患者均同时合并MYD88^L265P^突变）。将32例存在MYD88^L265P^突变的患者按照是否存在CXCR4^WHIM^突变分为两组，即CXCR4^WHIM^突变组和野生组（CXCR4^WT^组）。结果发现MYD88^L265P^ CXCR4^WHIM^突变组患者（7例）较MYD88^L265P^ CXCR4^WT^组（25例）患者的贫血更重、血小板计数更低、M蛋白水平更高、高黏滞表现更多见，差异有统计学意义（*P*值均\<0.05）。而男女比例、年龄、血β~2~微球蛋白水平、IgM定量、IgM轻链类型、骨髓中淋巴浆细胞比例、肝脾大、淋巴结大发生率两组间差异无统计学意义。并且CXCR4^WHIM^突变发生与否对患者OS的影响未见统计学意义（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 32例MYD88^L265P^突变患者中CXCR4^WHIM^突变组与野生组的不同临床特征

  临床特征                            突变组（7例）         野生组(25例)          统计量   *P*值
  ----------------------------------- --------------------- --------------------- -------- -------
  性别（男/女）［例(%)］              6(85.7)/1(14.3)       18(72.0)/7(28.0)      0.549    0.459
  年龄［岁，*M*（范围）］             68(62\~78)            63(33\~77)            1.766    0.088
  HGB［g/L,*M*（范围）］              75(51\~105)           98(43\~157)           −2.644   0.013
  PLT［×10^9^/L，*M*（范围）］        123(44\~269)          271(91\~449)          −3.600   0.002
  β~2~微球蛋白［mg/L，*M*（范围）］   4.68(2.59\~10.10)     3.56(1.72\~7.78)      0.964    0.343
  IgM定量［g/L，*M*（范围）］         61.90(2.56\~104.00)   29.50(4.70\~94.20)    1.329    0.194
  M蛋白［g/L，*M*（范围）］           40.1(5.0\~70.1)       18.3(2.6\~53.9)       2.757    0.01
  IgM κ/λ［例(%)］                    4(57.1)/3(42.9)       19(76.0)/6(24.0)      0.962    0.327
  骨髓淋巴浆细胞［*M*（范围）］       0.280(0.030\~0.760)   0.070(0.010\~0.748)   0.569    0.574
  肝脾肿大［例(%)］                   3(42.9)               10(40.0)              0.019    0.892
  淋巴结肿大［例(%)］                 5(71.4)               16(64.0)              0.134    0.715
  高黏滞表现［例(%)］                 5(71.4)               5(20.0)               6.732    0.019
  死亡［例(%)］                       2(28.6)               5(20.0)               0.235    0.628

讨论 {#s3}
====

WM是一种少见的惰性B细胞淋巴瘤，在西方国家报道较多[@b7],[@b10]--[@b11]，国内缺乏大宗病例临床研究。与西方国家相比，本研究人群的中位年龄为64岁，略低于欧美国家（67\~78岁），而与国内文献相近[@b12]。本组患者中，44.1%有肝脾肿大，61.3%有淋巴结肿大，均高于国内、外报道，可能与本组入选患者均为有症状的WM相关。实验室检查方面，本组患者中位M蛋白水平为22.0 g/L，明显低于西方文献，提示存在人种差异。

MYD88为Toll样受体信号通路中的一种重要转导蛋白，MYD88^L265P^突变将通过IRAK和酪氨酸激酶（BTK）两条通路持续激活NF-κB通路，影响细胞增殖。2012年美国Dana-Farber中心首先报道了90%的WM患者存在MYD88^L265P^突变[@b2]，此后其他研究者证实在WM患者中此突变的发生率为80%\~100%[@b13]--[@b14]。本组病例为94.1%，与以往报道相符，且为中国患者的首次报告。

CXCR4是一种趋化因子受体。CXCR4^WHIM^突变最早在WHIM综合征中（以疣、低丙种球蛋白血症、感染、粒缺为特征的免疫缺陷病）被发现[@b15]。这一突变可分为无义突变和移码突变，而其中最常见的是S338X点突变。CXCR4^WHIM^突变率在WM患者中为25%\~30%，几乎所有的CXCR4^WHIM^突变患者都同时合并有MYD88^L265P^突变[@b3],[@b16]--[@b17]。本研究首次在中国WM患者中检测CXCR4^WHIM^突变，同时为提高检测敏感性，在Sanger测序基础上，对S338X点突变加做AS-PCR检测。结果显示共有8例（23.5%）患者存在CXCR4^WHIM^突变，并且仅1例发生在MYD88野生型患者中。8例CXCR4^WHIM^突变患者中，6例为S338X点突变。我们还发现MYD88^L265P^CXCR4^WHIM^突变组较MYD88^L265P^ CXCR4^WT^组患者的贫血更重、血小板计数更低、M蛋白水平更高、高黏滞症状更多见，差异有统计学意义（*P*值均\<0.05）；而两组患者出现淋巴结肿大、肝脾大的比例以及骨髓中淋巴浆细胞比例差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。CXCR4^WHIM^突变与否与患者预后未见相关性。这与Dana-Farber中心的研究结果[@b3]类似。

与其他惰性淋巴增殖性疾病相似，WM患者的总体预后相对良好，但预后受多因素影响。Morel等[@b7]回顾性分析了587例WM患者资料，中位OS为87个月，提出了影响预后的5个不良因素：年龄\>65岁、HGB≤115 g/L、PLT≤100×10^9^/L、血清β~2~微球蛋白\>3mg/L、M蛋白\>70.0 g/L，从而建立了WPSS危险分层体系。本研究中患者的中位OS为84个月，与Morel等的报告相似。WPSS不同危险分层患者预后明显不同。同时由于WM患者血中存在IgM型M蛋白，容易合并多种IgM相关并发症，包括继发CAD、AL和IgM-PN等。本研究中IgM相关并发症发生率与西方人群类似，但首次发现继发AL的患者预后明显差于无继发AL患者，这可能与我院WM继发AL的患者，多器官受累常见，尤其心脏受累较重有关。因此对于WM继发AL患者，建议按照原发性IgM型AL进行处理。

随着对WM发病机制研究的逐渐深入，目前治疗WM的新药越来越多，包括已经上市的苯达莫司汀、卡非佐米、来那度胺、依鲁替尼等，尚在研究中的药物有CXCR4抑制剂、MYD88抑制剂、新型BTK抑制剂等。本研究证实病程中使用过利妥昔单抗、硼替佐米或沙利度胺的患者预后明显好于未使用者。因此在WM患者的治疗中，除了传统的化疗药物，应尽可能加用包括利妥昔单抗、硼替佐米或沙利度胺的新药治疗。
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